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現在, 著 しい 分子 生物学の 発展 に 伴 い ヒ ト痛に お ける発癌 , 進展 , 転移 の メ カ ニ ズ ム が 遺伝子 レ ベ ル で 解明され つ つ あ
る . さ らに , 遺伝子 異常の な か で も, 本来 の 機能を 失うこ と で正 常な 細胞動態か らの 逸脱を引き起 こ す と考え られる遺伝子 ,
すな わ ち癌抑制遺伝子が染色体異常の 解析 に よ り各種発見 され , 種 々 の 癌に お い て 検討 されて い る . しか しな が ら, ヒ ト 胃癌
に お け る癌抑制遺伝子 の 解析ほ ほ と ん どな され て い な い の が現状で あ る . そ こ で 本研究で は l ヒ ト胃癌継代培養細胞株10株を
用い て 癌抑制遺伝子 p53の 構造異常に つ い て 検討 した . まず各細胞株 か ら全 R N Aを抽出 し, ノ ー ザ ソ プ ロ ッ トに て p53遺
伝子の 発現の 有無 を検討 した と こ ろ , 培養細胞株の う ちの 1 つ K A T O m で ほ全く発現を認めず他の 9株 で は 発現量 に若干差
はあ るもの の 塩基長 の 変化な どほ 認め なか っ た . そ こ で K A T O 皿の 高分子 D N A を抽出 しサ ザ ン プ ロ ッ トを行 っ た と こ ろ ,
p53遺伝子の 完全欠失を認め た . ま た , 他 の 9株で ほ , R N Aサ ン プ ル を 一 度逆転写酵素(R T) を 用 い て cD N Aに 変換 した
後 , P C R法 で増幅す る R T-P C R法(riv e rs etr a n s cripta sepolym er a se chain rea ctio n) で 判別 で きる よ うな D N A 上の 欠失 ,
挿入 ほ 認め な か っ た . 次 に S S C P法(single str a nd c o nfor m atio npolym orphis m m ethod)にて 構造異常 の 有無を検討 した と こ
ろ , K A T O Ⅲを 除く 9株中4株 に 易動度の 差を 認め構造異常の 存在 が示 唆 され た . 易動度の 差を 認め た 4株 に つ い て ジ ･ デ
オキ シ 法に て塩基配列を決定 した と こ ろ , そ の す べ て に 変異 (1塩基置換)が み つ か っ た . ま た 同時に 抗 p53モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体を 用 い て免疫観織染色を行 っ た と こ ろ , 変異の 認め られ た 4株の み が染色陽性で p53遺伝子産物 の 存在を確認 した . 本研究
に お い て ヒ ト胃痛細胞株1 0株中5株(5 0%)に構造異常を認め た こ とか ら , p53遺伝子 が ヒ ト胃癌に 関与す る主要な遺伝子であ
る こ と が 初め て 明らか とな っ た .
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近年 巨 細胞生物学 , 分子生物学の 著 しい 発展 に 伴 い 各種 ヒ ト
痛の 発生 , 進展の メ カ ニ ズ ム が 解明さ れ つ つ ある .
胃癌は 日 本を含 めた ア ジ ア お よ び 世界各国で癌 に よ る死因の
第1位で あ るに もかか わ らず , 未だ 胃癌の 発生 , 進展 に 関する
知見ほ少な い .
胃痛細胞 の ゲ ノ ム D N A をト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 に て
NI H3 T 3細胞に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン する と , NI H3 T 3細胞 を
トラ ン ス フ ォ ー ム す る遺伝子があ り, そ れ らほ癌遺伝子 と命名
され て い る . すな わ ち , r a S遺伝子 , hst 遺伝子 , r af 遺伝子な
どが そ れ で ある が , これ ら遺伝子ほある限 られ た 症例の み に み
られ るに と どま っ て い る
1卜 3)
r as遺伝子の 活性化 は , マ ウ ス , ラ ッ ト等 の 発癌 モ デ ル の み
な らず各種 ヒ ト癌 で 報告 され て お り, 膵癌 で80～ 90% , 大腸癌
で30～ 40%と 高率 に 検出され て い る . しか し胃癌 で ほ そ の 活性
化率ほ 3 ～ 1 0%と低 く I r a S遺伝子の 関与 ほ少な い と考 え られ
て い る
4トT)
. また 癌遺伝子の 増幅に 関 して も , 乳癌で 高率に 検出
され る c- erbB2遺伝子 , 肺癌 で 検出 され る c-m yC 遺伝子 な どほ
胃癌 で は ほ と ん ど検出されな い
8)g)
最近 , 癌遺伝子 とな らび p53遺伝子 , RB 遺伝子 , D C 遺伝
子と い っ た 癌抑制遺伝子 の 存在が知られ る よ うに な り各種 ヒ †
A bbre viatio ns :D A B
,
diamin obe n zid ine; E D T A,
癌 に お い て 検討 され て きて い る
10)1 3)
. な か で も p53遺伝 子 は 肺
癌 , 大腸癌, 乳癌 ▲ 肝細胞癌な ど の 癌で ヘ テ ロ 接合性の 消失 を
含め , 構造異常が認め られ て い る1 2ト 1 5). そ こ で 著者は , ヒ ト胃
痛 に お け る p53遺伝子の 構造異常 に つ い て ヒ ト 胃痛細胸株 を




ヒ ト 胃癌継代培養細胞株 KA T O Ⅲ(Slo an Kettering Ca n c eT
Ce nter, N. Y. の L J. 01d博士 よ り供与), A Z 521(Japan es e
Ca n c erRes er ch Ba nk より供与), N U G C 2, N U G C3, N U G C4(名
古屋大学第 2外科 , 渡 辺博 士 よ り 供 与), M K N l, M K N 7,
M K N 28, M K N 45, M K N74(福島医科大学 , 鈴木博士 よ り供与)
の 10株 を用 い た . A Z 521 お よ び N U G C 4 はイー グ ル 変 法培地
(Niss ui, Tokyo) に , 他 の 8株 ほ R PMI-1640 液(Gibc o, Gr an
Isla nd, U.S.A.)に べ ニ シ リ ン 100FL g/ml. カ ナ マ イ シ ン 1 00
Jlg/ml お よ び非働化牛胎児血清 (fetal c alfse ru m, F C S) を
10% 濃度に加えた培養液 , 即 ち10% F CS加 R P M I培地に て 培
養 した . 培養は い ずれも37 ℃, 5% C O2 下 で お こ な っ た .
Ⅰ . サザ ン ･ プ ロ ッ ト ･ ハ イ プリダイ ゼ ー シ ョ ン
ethylenedia minetetra ac etic acid; F C S, fetal calf se ru m;
P B S
, phosphate buffer salin e; P C Rl pOlym era se chain re a ctio n; RT-P CR, reV e r S etr an S Criptas e-pOlym eras e
Chain re a ctio n; S D S, S Odiu m dode cyl sul fate; S S C P, Single stra,nd c o nfor m ation polym orphis m
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高分子 D N Aを Takaha shiら1 6)の 方 法に 従 っ て 抽 出 し , そ
の 10FL/g を 制限酵素 である Ba mHI, Ec oRlお よび Hind 皿 に
て切断 L O.8% ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 を電気泳動 さ せ た 後 , ナ イ ロ
ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー (Ge n eScr e e nPlu s, Dupo nt 社 ,
Bosto n, U.S.A.) へ ト ラ ン ス フ ァ ー した . メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー
上 の D N A断片ほ
32
P-de o xy-C T P で標識 した p53 D N A断片
php53B(A TCC, Ma ryla nd, U.S.A .) を プ ロ ー ブ に 用い , 65℃
て ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を お こ な っ た . ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 液 は , 50% de xtra n s ulfate 2ml, 10% s odiu m dode cyl
S ulfate(S D S)1ml, 5 M NaC1 2rnl, 2M Tris (pH 7.5)250FLl
蒸留水を加えて全量を 1 0mI と した もの を用 い た . 20～ 24時 間
イ ン キ エ ペ ー ト後 メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー を 洗 浄 し , - 80 ℃ で
オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を お こ な っ た . 一 方 , プ ロ ー ブ の 標識
に ほ マ ル チ プ ラ イ ム 法(m ultiprim eD N A labelingkit, ア マ シ ャ
ム 社 , Bu ckingha m shire, Engla nd)を 用い た .
Ⅲ . ノ ー ザン プ ロ ッ ト ･ ハ イ プリダイ ゼ ー シ ョ ン
約 1×108 個 の 各培養細胞 よ り全 R N A を C ho m c zyn skiら1 り
の グ ア ニ ジ ン フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム 法 に て 抽 出 した . 全
R N A各20/上g を ホ ル ム ア ル デ ヒ ド, ホ ル ム ア ミ ドで変性 させ ,
2% ホ ル ム ア ル デ ヒ ド加1 %ア ガ ロ ー ス ゲル 上 を 電気泳動後 ,
ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー に ト ラ ン ス フ ァ ー した (約20時
間). メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー を 風乾後 , 80 ℃で2時間 べ - キ ン グ
した , プ ロ ー ブは サ ザ ン ･ プ ロ ッ ト と 同 じもの を 使用 し , メ ソ
プ レ ソ フ ィ ル タ ー 上 の R N A を42 ℃で ノ ､イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン
さ せ た . ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 液 の 観成 は , fo r m a mide 5ml,
50×De nhartlml, NaC10. 5 8g,5 0% de xtra n s ulfate 2ml,
10% S D S lm , 2 M Tris(pH7.5)250〃l∴蒸留水 ImI の も の を
用い た . 20～ 24時間イ ン キ エ ペ ー ト した 後 メ ソ プ レ ソ フ ィ ル
タ ー を洗浄 し, - 80 ℃で オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を お こ な っ
た . 同 じメ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー を デ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン し
た 後 , β- ア ク チ ン に て ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を お こ な い 内
部 コ ン ト ロ ー ル と した .
Ⅳ . R T- P C R(re v e rs etr a n sc ripta se-pOlym er a s e chain
r e a ctio n)
各細胞株の cD N Aほ 】 先 に抽出 した 全 R N A 3〟 g か ら オ リ
ゴ d T プラ イ マ ー を 用 い M-M L V逆転写酵素 (B RL 社 ,
Gaithe rsbu rg, U .S.A ,)に て 作成 した . 図1 に 示 す如く p53の エ
ク ソ ン 5 か ら B を含 む 領域を AxDx, BxEx , CxFx の 3 つ に 分
け各 cD N A を鋳型と し , P C Rに て増幅 した . P C Rに 用い た プ
ラ イ マ ー ほ 380B D N A合成機(Applied Bio syste m e社 , N.
Y. , U.S.A .) に て 以下の 通 り作成 した .
セ ン ス 側 と し て , Ax, 5
'
-GG GG ATC CTTG C A T T C T G G G-









-G G G G A T C C A T C A T C A C A C T G G A A G A C-3
'
を , ア ン チ セ ン ス 側 と し て , Dx, 5
'
-G G G A A T T C A T T C C A-
C T C G G A T A A G A T-3
'
; Ex , 5
1
-G G G A A T T C A A A C A C G C A CT




-G G G A A T T C A T C C A T C C A G T G-
G T T T C-3
'
を用 い , セ ソ ス 側 プ ラ イ マ ー 月こは Ba mHI, ア ン チ セ
ン ス 側プラ イ マ ー に は Ec oRI切断部 をそれぞ れ付加 し た .
P C R ほ, ther m al cycler(Pr ogr a m Te mp Contr oI Syste m
P C-700, Aste cIn c. , Fuku oka) を用 い , 93 ℃, 1 分間 : 50℃ ,
1.5分間 ; 72 ℃, 1分 間を 1 サ イ ク ル と し, 35サ イ ク ル 行 っ た .
反応条件は I P E R KIN E L M E R C E T U S社(Nor w alk, U.S.A.)
の プ ロ ト コ ー ル に従 っ た .
V ･ R T-P C R-S SCP (Single stra nd c o nfo r m atio npoly-
m o rphis m)
R T-P C R ほ Ⅳと同様 で ある が , こ の 際各 プ ラ イ マ ー の 5
'
末
端を[T-32P] A T Pに て 標識 L■ た も の を 用 い た1. 標 識 され た
PCR 産軌 2iLl に0.1% S D S, 1t)m M ethylen edia min etetra a c eL
tic acid(E D T A)を 5FLl, 色素溶液(95%1ホ ル ム ア ミ ド , 20m M
E D TA, 0.05% キ シ レ ン シ ア ノ ー ル , 0.05% ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル
ブ ル ー) 7/Jlを 加 え , 90 ℃1 3分間加熱変性後 , 5 % グ リ セ
ロ ー ル 加 6%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲル 中で 電 気泳動 した . 電気
泳動ほ , 40 Wで 3 ～ 4時 間, 空冷 しなが ら お こ な っ た . 泳動
後 , ゲ ル を 濾紙上 で 乾燥 し , 室温で オ ー ト ラ ジオ グラ フ ィ ー を
お こ な っ た (約12時間). コ ン ト ロ ー ル に は , 正常 ヒ トリ ン パ 球
を用 い た .
Ⅵ ∴ 塩基配列の決定
S SCP 法 に て 変 異配列 を 検出 し た P C R産物 は BamHI,
Ec oRIで 消化後精製 し, pBlu e s cript Ⅲ S Kに サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
した . こ れ ら の D N A塩基配列は Sequ e n a s e v er sio n2. O kit
(U S B, Cle v ela nd, U.S.A .) を 用い , ジ ･ デ オ キ シ 法 に て 決定 し
た .
Ⅶ . 免疫組織染色
各細胞株 を Lab-TeK ス ラ イ ド (M IL ES社 , Naper ville,
U .S.A .) に て 培 養 し , 抗 p53モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 PA b1801
(On c oge n eScie n c e社 , N. Yリ U.S.A.)を 用 い , ス ト レ プ トア ピ
ジ ン ･ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 法 に て p 53遺伝子産物 を特異的に染
色 した . ま ず , 50% ア セ ト ン 加 メ タ ノ ー ル に1 0分 間固定後
0.3%メ タ ノ ー ル 加過酸化水素水に20分間浸透 し , リ ソ 酸緩衝
液(phosphatebuffe r salin e, P B S)で挽浄 した . 次 に 正 常ヤ ギ 血
清に1 5分間反応 させ た後 , p53モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を 一 晩4 ℃
に て反応 さ せ た . P B Sで 洗浄後 , ビ オ チ ン 化 ヤ ギ 抗 マ ウ ス
IgG 抗体に30分間反応 させ , つ い で ス ト レ プ ト ア ピジ ン ･ ビ オ
チ ン ･ ペ ル オ キ シ ダ ～ ゼ 複合体 に 6 0分間反応 させ dia min obe-
n zidin e(D A B) で発色 した . 核 染色 は , 0.3% メ チ ル グ リ ー ン に
て お こ な っ た .
成 績
Ⅰ . ノ ー ザ ン プ ロ ･ソ ト ･ ハ イ プ リダイ ゼ ー シ ョ ン に よ る
p53遺伝子発現の解析
異な る胃痛培養細胞株10株 に つ い て R N A を抽出 し , p53
CD N A プロ ー ブを 用 い て ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト ･ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー
シ ョ ン を 行 い , 各細胞株 に お け る p53m R N Aの 発現 を調べ た
(図2). 内部 コ ン ト ロ ー ル と して β ア ク チ ン の 発 現を 同時 に 調
べ たが , す べ て の 細胞株で そ の 発現を 認め た . しか し, P53遺
伝子の 発現ほ K A T O Ⅲ株 で ほ全 く認め られ な か っ た . そ の 他
9株 に お い て は 発現量の 差は あ るもの の , す べ て 2.8kbに 単 一
8x 【x
308 bp
Fig.1. Ge n e c onstruCtion of p53 a nd the prim ers u s ed for
a mplific ation. T he r egio n s of p53cD N Aamplified by the
u s e of thr e e s ets of prim ers(AxDx, BxEx, CxFx) ar e
sho w n.
ヒ ト胃癌細胞株に おけ る p53 遺伝子の 構造異常解析
の バ ン ド しか認 め られ ず , ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト に て 示 唆され る よ
うな挿入 や 欠失 ほ認め られ な か っ た ( 図2)･
1 . サ ザ ンプ ロ ､ソ ト ･ ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ンに よ る p53 遺
伝子の解析
先の ノ ー ザ ソ プ ロ ッ トに て p53遺伝子 の 発現 を認 め な か っ
た KA T O Ⅲ高分子 DN Aを 制限酵素 Ba mHI, Ec oRI, H in d
Ⅲ に て 消化 し, サ ザ ン プ ロ ッ ト ･ ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ を
行 っ た . 図3 に 示 す ように , 対照 と して 用 い た 正 常 ヒ ト胎盤細
胞 の D NA で は , い ず れ の 制 限酵素消化 に お い て も p53
cD N Aプ ロ ー ブ と 反応す る バ ン ドが 認 め られ た . し か し ,
K A T OⅢ 株か らの D N Aに お い て ほ どの 制限酵素消化 の 場合
で も p53の CD N A と反応す る バ ン ド は検出 できな か っ た ･
従 っ て K A T OⅢ 株 に お い て は , p53遺伝子領域 はす べ て 欠失
してい るも の と考え られ た ( 図3).
Ⅲ . RT - P C Rに よ る p53cD N A の増幅
3組 の プ ラ イ マ ー を 用 い 1 0株 か ら の cD N A を そ れぞ れ
RT-P C Rに よ っ て増 幅 した と こ ろ , K A T O Ⅲ を除く 9株 で
は▲ そ の 全て に 同 じサ イ ズの バ ン ド (すな わ ち AxDx, 272bp ;
BxEx, 308bp; CxFx, 233bp) が 認め られ た . しか し K A T O
Ⅲ 株の cD N A か ら はl どの プ ラ イ マ ー を 用 い た 場合で もバ ン
ドは検出されな か っ た . 図4 に BxEx 領域に お ける増幅例を示
した (図4).
Ⅳ . R T- P C R-S S C P によ る p53遺伝子構造異常の検索
AxDx, BxEx , CxFx の 3 領 域 に お け る 構造異 常 を R T*
P C R-S S C P法を 用い て ス ク リ ー ニ ン グ した . 図5 に AxDx 領
域の S S C Pの 結果を 示 した が , M K Nl株 の み が コ ン ト ロ
ー ル
と して用 い た 正常 ヒ ト リ ソ パ 球と 異な る 易勤度を 示 し , こ の 領
域に おけ る M K Nl株の 構造異常が 示 唆 され た . ま た , 図に は
示 さ なか っ た が , BxEx 領域で ほ N U G C2株 およ び M K N 28株
が , CxFx 領域で は M K N 7株に 易動度 の 差 を認め , そ れ ぞれ に
構造異常 の 存在が 示 唆 され た .
Ⅴ . p5 3遺伝子変異配列の決定
S S C P法に て 構造異常の み つ か っ た細胞株の p53cD N Aフ ラ
グメ ソ ト を pBlu e sc ript n C Kに て サ ブ ク ロ
ー ニ ン グ し , そ の
中か ら 4 ～ 6個の ク ロ ー ン を ひ ろ い 塩基配列を決定 した . 図 6
に 示す よ う に , N U G C 2株 で は コ ド ン 245の G G C が A G Cに ,
また M K N 28株 で は , コ ド ン184の G T A が T A Tに 変異 して
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Fig.2. Norther nblot a n alysis of p53m R N A. T he 20FLg Of
total R N A isolated fr o ml Ogastric c an c er c e11 1in e s w as
hybridiz ed with a
32P-labeled p53 X baI fr agm e nt･ The 2･8
kiloba s etra n scripts w e redete cted by the p5 3probe in
ga stric c a n c er c el1 1in e s ex c ept K A T O Ⅲ･ T he s a m e
m e mbr a n e
l
w as als o hybridiz ed with beta a ctin spe cific
pr obeforinter n al c ontr ol.
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ミ ス セ ン ス 変 異 が み ら れ た の は N U G C 2株 , M K Nl株 ,
M K N7株 , M K N 28株 , ナ ン セ ン ス 変 異 が み ら れ た の は
M K N28株で あ っ た . また M K Nl 株で は , 1塩基欠失に よ る フ
レ ー ム シ フ トもみ られ た . 以上 の よう に , S S C P法に て 異常 の
r｢ ｢･~
⊥■二 =｢i i･∴∴ ■･･･∴■~■･■i
K P KP
Fig.3. So uther nblothybridiz atio n of D N A fro m K A T O Ⅲ
c e11s. So uthern blot a n alysis of D N Aextr acted fr om
K A T O Ⅲa nd fr o m a n or m al hu m a npla c e nta(for c o ntrol)
w er edige sted with r estrictio n endo n u cle as e s, Ba mHI,
Ec oRIand Hind Ⅲ, a nd tr a n sferred to nylon m e mbr a n e
after electrophor esi in O.8 % agalo s egel. A m e mbr a n e
filter was hybridiz ed with a
32P-1abeled p53 cD N Apr obe･
In K A T O In, C O mplete deletio n of p53ge n e w a s sho w n･
K, K A T O Ⅲ; P, hu m a nplac e nta.
Fig･4･ P C Ran alysis ofp53cD N A fr agm e ntfr o ml Ogastric
ca n c er c ell lin es. Amplified D N Afr agm e nts w ere a n alyzed
o n a12 %polya crylami de gel･ D N A fr agm e nts a mplified
by BxEx prim er w er stained with ethidiu m bromi de･ In
the c as e of K A T O恥 n o a mplified D N A ba nd at ar o u nd
308bp w a sdete cted, In the other ca s es, alla mplified D N A
ba nd detected at308bp a nd n o otherba nd w a sfo u nd･
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み られ た p53cD N Aフ ラ グ メ ソ ト全て に 変異配列を認め , 細胞
株 に よ っ て は 複数 の 変異を持 っ て い た (図6 よ び蓑 1).
Ⅵ . 免疫組織染色
次 に p53 遺伝子産物が そ れ ぞれ の 細胞株 に お い て 実際 に 発
現 して い る か どうか を免疫組織染色で調べ た . 細胞株1 0株中構
造異常の み つ か っ た N U G C 2嵐 M K Nl阻 M K N 7株 , お よ
ぴ M K N 28株の 4例の み が抗 p53モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 染色陽性
であ っ た(表1). 1 例と して M K N 28株の 結果を図7 に 示 した .
図 7の 例 にみ られ る ように , 核が ほ ぼ 均 一 に 濃染 し細胞質 は染
ま らなか っ た .
Fig･5･ Dete ctio n of ge n e alte ratio n s of p53ge n e sby the
SS C Pa ss ay･ An ex a mple of S S C Pa ss ay of R T-P C R
Pr Odu cts by the prim erAxDx w as sho w n. Prim ers w ere
labeled by the polyn u cle otide kin a s e re actio nwith32P- r -
A T P･ La n el･ 4, 7, 10･ 13and 1 6w ereR T-P C Rpr oducts
Of n or m al lympho cytes c o ntaining n orm alp53s equ e n c efor
n egativ e c o ntr oIs･ Lan e9(M K Nl)sho w ed shifted m obility
CO mpar ed with n egativ e c orltr OIs･ La n e2, 3, 5, 6, 8, 11,
a nd 12w ereK A T O Ⅲ, A Z 521, N U G C2, N U G C 3, N U G C 4,
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Fig･ 6･ Sequ e n clng a n alysis of N U G C 2a nd M K N 28. T he
te mplates u sed forthe sequ encing r e a ctio n s c o n sisted of
po oled clo n es ge n er ated fro m PC Rpr odu cts ･ Sequ e n c e
a nlysis w aspe rfo r m ed by d トde o xy m ethod. A Gto A
m utatio n w a sdete cted at c odo n245in N U G C2(a), a nd a
G to T m utatio n at c odo n1 84 in M K N 28(b).
Tablel･ M utatio n sin the p53ge n ein hu m a ngastric c an c er c ell lin e s
Cel1 1in e Histolog y
l) 慧蒜 p53ge n edter ati｡ n S
K A T O Ⅲ
A Z521
N UG C 2
N U G C 3
N U G C 4
M K NI
M KN7
M K N 28
M K N 45




























C O mplete deletio n
C Odo n245; G G C→ A G C(Gly - → Ser)
C Odon 143; G T G→ G C F(Val → A la)
COdo n1 59; a C deletio n(fra m e shiLt)
C Odo n278; C C T→ T C T(Pr o → Ser)
C Odo n184; G A T→ T A T(Asp → Tyr)
C Odo n235; A A C→ A AT (silent)
C Odo n251; A T C→ C T C(Ile → Le u)
1) HistoIogical type s w e re a c c ording to the Japa n e s e
Ca n?er,Jpn J･ Su rg. , 11. 127-1 39(1981).
Re se a rch So ciety of ga stric
Sig, Sign et-ring ceIIc a rcin o m a;
por･ pOOrly differ e ntiated tubular ade n oc ar cin o m a;
W , W ell differ e ntiated tubular aden o c a, Cin ｡,n a;･
ade n o sq･ ade n osqu a･ m O u S Ce11ca rcin o m a;
2)Im mu n ohisto che mistry by a m o n o clon al a ntibody p53(A b-2).
ヒ ト胃癌細胞株に おけ る p53遺伝子の 構造異常解析
考 察
p53遺伝子ほ17番染色体短腕に 位置する遺伝子で , そ の 道伝
子産物は核内に 存在 して 細胞増殖を制御 して い る と考えられ て
い る. 発見当初は細胞 を ト ラ ン ス フ ォ ー ム する こ とか ら癌遺伝
子の 一 つ と考え られて い た が , そ の ト ラ ン ス フ ォ ー ム す る遺伝
子 は実は 変異 p53遺伝子 であ る こ と が 判明 した
柑)lg)
. 現在 ,
p53遺伝子は , 癌抑制遺伝子 の 1 つ と して 認め られて お り ヒ ト
各種癌に つ い て広く検討 され つ つ ある
20ト 22)
. そ こ で 今回 , ヒ ト
胃痛継代培養株10株を用い て p53遺伝子 の 構造異常 に つ い て
検討した .
サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に て K A T O Ⅲ株 は p53遺伝子 の 完全欠失
で ある こ とが 判明 した . 癌細胞で は しば しば染色体17番の 欠失
が対立遺伝子 の 片方 に あり , 残存す る もう 一 方 にも異常がある
こ と が多 い が , K A T O Ⅲ株 の 場合 , 対立 遺伝子の 両方 が欠失
した もの と考え られ る .
慢性 骨髄性白血 病 , あ る い は 肺癌 の 一 部 の 症 例 に お い て
p53 遺伝子 の 再構成 がみ られ ると さ れて い る
劉別)
. しか し , 今回
著者の 検索 した K A T O Ⅲ株以外の 9株で は p53遺伝子 の 増幅
お よび 再構成 はみ られ ず , R T-P C R法 に て 検 出 さ れ 得 る よ う
な , よ り小さ な再構成もみられ なか っ た .
P C R-S S C P法 ほ , 国立 が ん セ ン タ ー の Orita ら
25)
が 開発 した
D N Aの 構造異常を迅速か つ 容易に 検出 しうる方法 で あ り , サ
ザ ン プ ロ ッ ト法 , ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト法 , R T-P C R法に て検出不
能な 一 塩基の 異常さ え も検出可能である . す な わ ち , D N A断
片は 二 本鎖の まま 電気泳動 で分離す ると 断片の 長 さの み に 依存
した易動度を 示 すが , これ を 一 本鎖に 変性する と塩基配列に 依
存 した高次構造を と り , そ の 高次構造の 差が 易動度 の 差と して
検出可能 とな る . p53遺伝子 は 1 ra S遺伝子の よ うに ある 一 定の
Fig. 7. An e x a mple of the im m u n ostaining of p53protein s
in hu m anga stric c a nc er c e11 1in es(M K N28). Alm ost




D ⊂正コ [廼:】 [:亙][互】 c ｡ 桐 … dむ q･｡ n
Fig. 8. Lo c atio n of p53m utatio n sin hu m a ngastric ca ncer
c e11 1in es. Ea ch individu al m utatio n with a min o acid
S ubstitutio n s■
'
ミ
i岳indic ated by an a rr o w. T hefiv e co n ser v ed
regio n s are als oindic ated.
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コ ド ン に 異常 がお き るの で は なく広 い 領域に わ た り異常がお き
るた め , そ の す べ て の 領域 の 塩基配列を決定す る こ と は労力の
点 で並大抵で はな い . そ こ で 今回 , P C R-S S C P法を用 い て ス ク
リ ー ニ ン グを 行 っ た .
E A T O Ⅲ株を 除く 9株中4株に易動度 の 差を 認めた が , こ
の うち AxDx 領域 の M K Nl株 お よび CxFx 領域 の M K N 7株
で は正 常(陰性コ ン ト ロ ー ル)と は異 な ると こ ろ に 一 本 の バ ン
ドの み が認め られ た . 通常 二 対の 対立遺伝子があり , そ の 一 方
の み に 異常が ある な らば, もう 一 方の 正 常な 遺伝子 は 陰性 コ ン
ト ロ ー ル と同 じ易動度を示 し, バ ン ドは 二 本認め られ るはず で
ある . ま た対立 遺伝子の 両方に 異な る異常がある な らば, 陰性
コ ン ト ロ ー ル と異な る 二 本の バ ン ドが 認め られ る はず で ある .
以上 よ り, これ らの 2株は 一 方 の 対立 遺伝子 の 欠失を伴 っ て い
る こ とが 示 唆され た . また SS C P法に て 易動度の 差を 認め た他
の 2株 で は , 陰性 コ ン ト ロ ー ル との バ ン ドが極め て 近接 して お
り欠失 の 有無の 評価ほ困難であ っ た .
SS C P法に て易動度の 差を 認めた 4株の 塩基配列を決定 した
と こ ろ , そ の すべ て に 構造異常を認 め た . M K N l株 , M K N7
株 , お よび NU G C 2株で ほ , 4 ～ 6個の ク ロ ー ン す べ て に それ
ぞれ 同 じ構造異常 を認め , また これ ら の 細胞株 では p53対立遺
伝子の 一 方 が欠失 して い るもの と考 え られ た . M K N 28株 に つ
い てほ , 2種撰の 異な っ た構造異常 を有する ク ロ ー ン が認め ら
れ , p53遺伝子 の 対立 遺伝子両方に 構造異常があると 考え られ
た (表1).
ヒ ト p53遺伝子は , カ エ ル , マ ウス な ど に 種を超 えて 長く保
存されて い る5個の 領域を持 っ て い る が25), 大腸癌を ほ じめ 肺
癌 , 乳癌, 脳腫瘍等 で は p53の 変異部位 ほ こ れ らの 中で 特に ホ
モ ロ ジ ー の 高い 領域(Ⅰ , Ⅲ , Ⅳ , Ⅴ)に 存在 して い る
2丁ト 30)
. 今
回 構造異常を認めた 4株(KA T O Ⅲ株は 除く)で も , 図8に 示
すよ うに ホ モ ロ ジ ー の 高い 領域の い ずれ か に 変異が 認め られた
(圃8 および表 1). こ の よう に ホ モ ロ ジ ー の 高い 領域は p53遺
伝子の 機能 ドメ イ ン で あり , こ れ ら の ど こ か に 変異が 生 じる こ
と で正 常 p53遺伝子 の 機能が消失す ると考 え られ て お り , 今回
の 結果と 合致す る.
塩基の 置換に おい て , 肺癌で ほ G → T, 大腸癌 では G Cリ ッ
チ な部位で の G → A へ の 変異が多 い の に 対 し 即l), 今 回 の 胃癌
細胞株を 用 い た検討で ほ 一 定の パ タ ー ン を認め な か っ た
32)
. 今
後 , 多数の 臨床検体を用い た検討が 必 要と考 え られ た .
免疫観織学的検討で は , 構造異常が認め られ た 4例で は 染色
陽性で あり構造異常があ っ て も p53タ ン パ ク そ の も の は 巌織
に お い て存在する こ と が証明 され た . 今回 使用 した モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗体 は p53タ ソ バ ク の ア ミ ノ 酸32番 か ら79番を認識 し, 正
常 p53タ ン パ ク と反応する瑚 . 一 方 , p53 遺伝子の 変異部位は
そ の ほ と ん ど が ド メ イ ン [ , Ⅲ , Ⅳ , Ⅴ に 存在す る た め (図
8), 変異 p53タ ン パ ク と こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体が 反応 した
も の と考え られ た . しか しな が ら , 正 常細胞 では p53タ ン パ ク
の 半減期が 6 ～ 30分と短い た め34), 細胞内含量は低く組織染色
で は認識できない . そ れ に 反 し変異 p53 タ ン パ ク の 大半は半減
期 が数時間単位 に 延長 し
ZO)
, 細胞内含量も多く染色陽性 に な る
と考 え られ て お り , 今 回 の 結果 は それ を 証明 した こ と に な っ
た .
p53遺伝子の 構造異常 があ っ ても抗 p53モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体
に よ る免疫組織染色 で そ の 異常タ ン パ ク を検 出で きた ことは ,
今後臨床検体を多数検討す る上 で免疫鼠織染色が簡便で 有用な
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ス ク リ ー ニ ン グ法 に な り得 る と考え られ た .
結 論
ヒ ト胃癌継代培葛細胞株10株を 用い て , 癌抑制遺伝子 p53の
構造異常に つ い て検 討 し, 以下の 結論を得た .
1 . ヒ ト胃癌継代培養細胞株10株中1株 に p53遺伝子の 完全
欠失を , ま た他 の 4株 に 1塩基変異に よ る構造異常を認め た .
2 . 構造異常 を認 め た 4株 の 変異部位 ほす べ て p53遺伝子の
機能 ドメ イ ン 川 , Ⅲ , Ⅳ , Ⅴ) 上 に あ っ た .
3 . 抗 ヒ ト p53モ ノ ク ロ p ナ ル 抗体 P A b1801 を用い た免疫
組織染色の 結果 , 構造異常の p53タ ン パ ク と こ の 抗体は よく反
応す る こ と がわ か っ た . p53遺伝 子構造異常の ス ク リ ー ニ ン グ
に ほ , こ の 抗体 を用 い た免疫鼠織染色が簡便で有用 な方法であ
る と考え られ た .
4 . p53遺伝子 の 構造異常は t ヒ ト胃癌 に 関与す る主要 な遺
伝子変化の 1 つ で ある こ とが 明ら かと な っ た .
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